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Haltevorrichtung zum Halten eines Aufnahmemittels fiir ein biologisches Objekt 
sowie entsprechendes Verfahren zur Laser-Mikrodissektion 

Die vorllegende Erfindung betrifft eine Haltevorrichtung zum Halten eines Aufnalimemit- 
tels, welches zum Aufnehmen oder Auffangen eines biologischen Objekts vorgesehen ist, 
In einem Behalter, um belspieiswelse eine beriihrungslose Laser-l\^lkrodlssektlon In dem 
Behilter zu ermoglichen. und ein entsprechendes Verfahren, iiisbesondere Laser- 
Mikrodissektionsverfahren. ' 

Aus der WO 97/29355 A1 ist ein Verfahren und eine Vomchtung zur berOhrungslosen 
Mikroinjektion und MIkrodissektibn, d.h. zur Emte und ziir Gewinnung von biologischen 
Objekten aus eInem umgebenden biologischen i\/laterial, mittels Laserbestrahiung be- 
kannt. Dabel wird in dieser Dnjckschrift vorgeschlagen. das zu bearbeitende blologische 
Material auf elner Tragerfolie anzuordne'n, wobei anschlielSend mit Hilfe eines Laiser- 
strahls ein zuvor selektiertes biologisches Objekt aus dem umgebenden biologischen Ma- 
terial zusammen rhit einem Abschnitt der Tragerfolie ausgeschnitten und durch einen ia- 
serinduzierten Transportprozess mittels eines Laserschusses auf ein unmittelbar oberhalb 
Oder unterhalb angeordnetes Auffangsubstrat, belspieiswelse in Form einer Kappe eines 
MIkrozentrifugen- oder Eppendorfbehalters (PCR-Kappe, ^Polymerase Chain Reaction") 
Qbertragen wird. Mit Hilfe dieses Laser-Mikrodissektionsverfahrens l<6nnen aus einer sehr 
groden Anzahl von biologischen Objekten einzelne ausgewahlte blologische Objekte 
raumlich abgetrennt und ausge,sondert werden, wobel dies insbesondere beruhnangslos 
erfolgt. 

WIe bereits zuvor enwShnt worden ist, kann das blologische Material hierzu auf einer Tra- 
gerfolie Oder Tragemnembran angeordnet werden, w6ldie auf einen laserilchtdurchlassi- 
gen Glasobjekttrager gespannt ist. In der WO 02/14833 A1 der Anmelderin wurde darilber 
hinaus vorgeschlagen, eine Trageranordnung mit Haltemlttein zum Halten und Spannen 
der zuvor genannten Tragemnembran, welche iaserlichtabsorbierend -lst, zu verwenden, 
wobel die Haltemlttel belspieiswelse in Forni eines umlaufenden Rahmans ausgestaltet 
sein konnen. Ebenso wurde In dieser Veroffentlichung voi^eschlagen, eine Tr§gerano«l- 
nung zur venvenden, wobel auf einen Glasobjekttrager verzlchtet wird und stattdessen 
eine zusatzliche Membran, welche laserllchtdurchiasslg Ist, zu venwenden, wobel die la- 
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serllchtabsorbierende Membran unmittelbar auf der laserlichtdurchlassigen Membran an- 
geoTdnet wird. Die genannte Trageranordnung kann dabei in einem Behalter in Form ei- 
ner Petrischale derart integriert sein, dass die beiden aneinander angrenzenden Membra- 
ne an der Unterseite des Gmndkorpers der Petrischale planar eingespannt sind. Der Vor- 

5 teil dieser Anordnung besteht darin. dass einerseits in der Petriscliale lebende Zellkultu- 
ren gezuchtet werden konnen und andererseits in der Petriscliale befindliche biologische 
Objekte unmittelbar dem zuvor beschriebenen Laser-Mikrodissektionsverfahren unterzo- 
gen werden konnen, urn die selektierten biologisclien Objekte aus dem umgebenden bio- 
logischen Material zu separieren. ohne dass hierzu die Zellkulturen aus der Petrischale 

10 entnommen und auf einen herkommlichen Objekttrager aufgebracht werden mussen. 

Dennoch ist auch bei der zuvor beschriebenen Anordnung zur Laser-Mikrodissektion ein 
Sffnen der Petrischale erforderiich, urn die selektierten biologischen Objekte aus der Pet- 
rischale heraus zu dem gewunschten Auffangbehalter befordem zu kSnnen. Dies erfordert 
nicht nur einen erhShten Aufwand, sondem es konnen Vemnreinigungen verschiedenster 
15 Art in die Petrischale gelarigen, welche die Eigenschaften des darin befindlichen biologi- 
schen Materials negativ beeinflussen konnen. DarDber hinaus ist bei der zuvor beschrie- 
benen Vorgehenswelse ein Arbeiten in einer vollkommen sterilen Umgebung nicht m5g- 
lich, da nicht nur fur den Laser-Mikrodissektionsvorgang die Petrischale geoffnet werden 
muss, sondem auch anschllefiend der Auffangbehalter mit dem dort hinein katapultierten 
20 biologischen Objekt In einer nicht sterilen Umgebung In dem jeweillgen Laser- 
Mikrodissektlonssystem gehalten wird. 

Der voriiegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, eine Haltevonichtung zum 
Halten eines zum Aufnehmen eines biologischen Objekts vorgesehenen Aufnahmemittels 
In einem geschlossenen Behalter. beispieisweise einer Petrischale der zuvor beschriebe- 
25 nen Art, bereltzustellen. mit deren Hilfe die oben enA^ahnten Nachteile vennieden werden 
und insbesondere eine Laser-Mikrodissektion in dem jeweiligen Behalter unter vollkom- 
men sterilen Bedingungen moglich ist. Dariiber hinaus llegt der voriiegenden Erfindiing 
die Aufgabe zugrunde, ein entsprechendes Verfahren zum Halten eines derartigeh Auf- 
nahmemittels in einem derartigen Behalter und ein entsprechendes Verfahren zur Laser- 
30 Mikrodissektion von biologischen Objekten bereitzustellen. 

DIese Aufgabe wird erfindungsgemali durch eine Haltevonichtung mit den Merkmalen des 
Anspmches 1 bzw. ein Verfahren mit den Merkmalen des Anspruches 18 und ein Verfah- 
ren zur Laser-Mikrodissektlon mit den Meri<malen des Anspruches 24 gelost. Die Unter- 



ansprilche definieren jeweils bevorzugte und vorteilhafte Ausfuhrungsformen der 
vorliegenden' Erflndung. 

Die erfindungsgemaBe Haltevbrrichtung dient zum Halten eines Aufnahmemittels, bei- 
spielsweise in Form elner Kappe eines Mikrozentrifugenrohrchens, oder mehrerer Auf- 
nahmemittel in einem geschlossenen Behalter, beispielsweise in Fomi einer Petrischale. 
Dabei umfasst die HaltevorriClitung einen extern von dem Behalter anzuordnenden Halte- 
abschnitt und einen in dem Behalter anzuordnenden Auffangabschnitt, welcher das mln- 
destens eine Aufnahmemlttel zum Aufnehmen eines oder mehrerer biologischer Objekte 
Innerhalb des geschlossenen Behalters halt. Dabei kann es sich insbesondere urn eln 
Aufnahmemlttel in Fonm eines Auffangbehalters zum Aiiffangen eines mittels Laser- 
l\/likrodissektion aus einem in dem Behalter befindlichen biologischen Material gewonne- 
nen biologischen Objekts handeln. Der extern von dem Behalter anzuordnende Halteab- 
schnitt und der in dem Behalter anzuordnende Aufnahmeabschnitt sind beruhmngslos 
derart gekoppelt, dass mit Hilfe des Halteabschnitts der Aufnahmeabschnitt In dem ge- 
schlossenen Behalter posltionierbar ist 

Bei der beruhrungslosen Kopplung zwischen dem Halteabschnitt und dem Aufnahmeab- 
schnitt kann es sich insbesondere um eine magnetische Kopplung handeln, wobei auch 
andere berQhmngslose Koppiungsarten. beispielsweise durch elektrostatische Aufladung 
etc.. mSglich sind * 

Wie bereits beschrieben wordeh ist, kann es sich bei dem oben genannten Behalter um 
eine Petrischale handeln, wobei an der Unterseite des Behalters eine laserlichtdurchlassi- 
ge Membran ais Stutzmembran und eine laserlichtabsorbierende Membran als Trager- 
membran fur das darauf befindliche biologische Material gespannt sind. Auf diese Weise 
konnen selektierte biologische Objekte mlt Hilfe eines geeigneten Laser- 
Mikrodissektionssystems unmittelbar in dem Behalter von dem umgebenden biologischen 
Material separiert und zu dem von dem Aufnahmeabschnitt in dem Behalter gehaltene 
Aufnahmemlttel laserinduzlert transportiert warden. Ein Offnen des Behalters ist fur den 
Laser-Mikrodissektionsvorgang nicht erforderlich. 

Die Erfinduhg ennogllcht insbesondere die vollkommen sterile Ernte bzw. Separation von 
biologischen Objekten in dem genannten Behalter. Hierzu muss der Aufnahmeabschnitt 
lediglich sterilisiert und unter sterilen Bedlngungen in dem Behalter angeordnet werden. 
Dies kann dadurch erfolgen, dass eine Abdeckung des Behalters auf dem Aufnahmeab- 



schnitt platzleft und anschlieliend auf der Abdeckung der Halteabschnitt angeordnet wird. 
AnschlieRend kann die gesamte Anordnung auf bzw. in dem Behalter angeordnet werden. 
so dass der Aufnahmeabschnitt in dem Behalter zu liegen kommt. walirend der Halteab- 
schnitt aulierhalb des Behalters den Aufnahmeabschnitt in dem Behalter positioniert. 
Durch Bewegen des Halteabschnitts kann das Aufnahmemittel beiiebig in dem Behalter 
positioniert werden. . 

Der in dem Behalter anzuoreJnende Aufnahmeabschnitt ist vorzugswelse aus elnem biolo- 
gisch vertragiichen Material gefertigt. d.h. aus einem Material, welches die biologischen 
Eigenschaften des in dem BehSlter befindlichen biologischen Materials nicht negativ be- 
eintrachtigt. So kann belsplelsweise der Aufnahmeabschnitt aus Polyfluortetraethylen ge- 
fertigt sein. Auch der Halteabschnitt kann aus diesem Material bestehen. Allgemein sind 
fQr beide Abschnitte Kunststoffmaterialien mSglich. 

Zum Positionieren des Halteabschnitts kann dieser mit einem Hebel, einem Stab, einem 
Arm Oder dergleichen versehen seIn, so dass ein Benutzer einfach den Halteabschnitt 
. und den damit gekoppelten Aufnahmeabschnitt manuell verschieben kann, Ebenso ist in 
elnem User-Mikrbdissektionssystem ein rechnergestutztes Positionieren des Aufnahme- 
abschnltts durch rechnergestutztes Verstellen des Halteabschnitts mogllch. 

Die voriiegende Erfindung wird nachfolgend naher unter Bezugnahme auf die belgefugte 
Zeichnung anhand bevorzugter Ausfiihrungsbeispiele eriautert. 

Fig. 1A und Fig. 1B zelgen eine Seitenanslcht bzw. eine Draufsicht auf einen Halteab- 
schnitt einer Haltevorrichtung geman elnem bevorzugten Ausfiihrungsbelspiel der vorile- 
genden Erfindung,. 

Fig. 2A - Fig. 2C zeigen eine Seitenansicht, eine Draufsicht von oben und eine Draufsicht 
von unten auf einen Aufnahmeabschnitt der erfindungsgemaHen Haltevonichtung, 

Fig. 3 zelgt eine Querechnittanslcht einer Petrischale mit der erflndungsgemalien Halte- 
vorrichtung. wobel der In Fig. 1 gezeigte Halteabschnitt extern von der Petrischale und der 
in Fig. 2 gezeigte Aufnahmeabschnitt In der Petrischale angeordnet Ist, Und 

Fig. 4 zelgt ein Laser-Mikrodissektionssystem, bei dem die voriiegende Erfindung zum 
Einsatz kommen kann. 
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Bevor die Elnzelhelten der erfindungsgemaiSen.Haltevorrichtung naher eriautert werden. 
sollen nachfolgend kurz die Grundlagen der Laser-Mikrodissektion anhand des in Fig. 4 
gezeigten 1-aser-Mikrodissektionssystems eriautert werden. 

Das in Fig. 4 gezeigte Laser-Mikrodissektlonssystem 20 umfasst ate wesentlichen 
Bestandteil eine Laservorrichtung 22. in der eine Laserlichtquelle. belspielswelse ein UV- 
Laser. zur Erzeugung eines Laserstrahls untergebracht ist Des Welteren tet in der Laser- 
vorrichtung 22 Optik 31 untergebracht. die erforderllch ist. urn den Laserstra.hl In ein Mik- 
roskop 21 einzukoppein und den Laserfokus In der Objektebene auf den optischen Fokus 
des iviikroskops 21 abzustimmen. Mit Hilfe eines Neutralfllters 32. welcher serikrecht zum 
Laserstrahlpfad angeordnet ist. kann die effektlve Laserenergle eingestellt werden. Der 
uber ein Objektiv 30 emittierte Laserstrahl trlfft auf elnen motorisierten und computerge- 
steuerten IVIikroskop- oder Tragertisch 28. auf dem ein Tr§ger mit einem zu bearbeitenden 
biologischen IVlateriai angeordnet werden kann. Oberhalb des Tragertisches 28 beflndet 
sich ein manuell betatigbarer oder vorzugswelse ebenfalls motorisierter und computerge- 
15 steuerter IVIanipuiator 29. 

Der Tragertisch 28 Ist vorzugswelse in x- und y-Rlchtung verfahrbar. wahrend der Manipu- 
lator 29 zudem In z-Richtung posltionlert wertJen kann! An dem Manipulator 29 kann bei- 
spleiswelse eine Nadel oder MIkropipette zur Mlkrolnjektion angebracht sein. Zur Laser- 
MikrodlssekHon hSIt der Manlpula^r 29 Oblichenwelse einen oder mehrere Auffangbehal- • 
20 ter. wobei der jewelllge Auffangbehalter Qber den Laserstrahl zu positionieren" ist. so dass 
anschllellend dutch Laserbestrahlung von dem Tragertisch 28 mit dem Laserstrahl be- 
strahlte biologlsche Objekte zu dem AuffangbehSlter katapultiert und dort aufgefangen 
werden konnen. 

Bei dem Mikroskop 21 kann es sich um ein beliebig ausgestaltetes MIkroskop handein. 

25 . insbesondere ist sowohl die Ven^rendung eines inversen MIkroskops. wie es In Fig. 4 ge- 
zeigt ist. als auch eines aufrechten MIkroskops oder eines Lasermlkroskops denkbar. Das 
MIkroskop 21 ist mit einer Videokamera. Insbesondere einer CCD-Vldeokamera („Charge 
Coupled Device"), ausgestattet. die den Bereich des TrSgertlsches 28 oberhalb des Ob- 
■ jektivs 30 aufnimmt. Das Videosignal dieser Videokamera wird eInem handeteQbllchen 

30 Computer 24 zugefuhrt. so dass das entsprechende VIdeoblld In Echtzelt auf dem Blld- 
schirm Oder Monitor 23 des Computers 24 dargestellt werden kann. Die von dem Compu- 
ter 24 zur Laser-Mikrodlssektlon zur Verfugung gestellten Funktionen kSnnen Qber eine 
Tastatur 26 oder eine Computermaus 27 gesteuert werden. Des Welteren ist gemSB Fig. 
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4 ein FuRschalter 25 vorgesehen, durch dessen Betatigung der Laser manuell aktiviert 
werden kann. . 

Der In Fig. 4 gezeigte Manipulator 29 ist zum Halten von Auffangbehaltem, wie befsplels- 
weise Kappen von Mikrozentrifugenbehaltem oder Mikrotiterplatten etc., erforderlich, 
. 5 wenn biologlsche Objekte von dem Tragertisch 28 zu dem jeweiligen Auffangbehaiter 
wegbefordert werden sollen. Im Rahmen der vorllegenden Erfindung wird jedoch eine 
Mogliohkeit bereitgestellt, innerhalb eines geschlossenen Behqlti^rs dissektieren zu kon- 
nen, so dass im Rahmen der vorliegenden Erfindung der Manipulator 29 an sicli nicht 
erforderlich ist. 

• Stattdessen wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung davon ausgegangen, dass zum 
Halten des Auffangbelialters bzw. Aufnahmebelialters eine Haltevorrichtung zum Ernsatz 
kommt, die ein beriihrungsloses Halten des Auffangbelnalters in einenh geschlossenen 
Behalter ermoglicht. Diese Haltevorrichtung umfasst einen Halteabschnitt, der in Fig. 1A 
und Fig. IB in Form eines bevorzugten Ausfuhrun'gsbeispiels dargestellt ist, und einen 
15 Aufnahmeabschnitt zum Aufnehmen mindestens eines Auffangbehalters, wie er in 
Fig. 2A - Fig. 2C in Form eines bevorzugten Ausfuhrungsbeispiels dargestellt ist. 

Der Halteabschnitt 1 besitzt eine im Wesehtlichen halbkreisformige Scheibenform mit ei- 
ner EInbuohtung. An der Unterseite des Halteabschnitts 1 sind mehrere Magnete 3 In Ver- 
tiefungen angeordnet Von d^r Seite des Halteabschnitts 1 erstreckt sich ein Arm oder 
20 Halter 2, mit dessen Hilfe ein Benutzer den Halteabschnitt 1 exakt positionieren kann. 

Der Aufnahmeabschnitt weist eine obere Halfte 5 auf, welche im Wesentlichen wie der 
Halteabschnitt 1 geformt ist. An der Oberseite dieser oberen Halfte 5 sind in entsprechen- 
den Vertiefungen Magnete 7 angeordnet, welche mit den Magneten 3 des Halteabschnitts 
1 zusammenwirken. Die untere Halfte 6 des Aufnahmeabschnitts 4 ist im Wesentlichen 
25 kreisformlg ausgebildet und besitzt ein Durchgangsloch 8. in welches als Auffangbehaiter 
eine PCR-Kappe eines MIkrozentrifugenrohrchens eingesetzt werden kann. 

Die zuvor beschriebene Haltevorrichtung dient zur Separation bzw. Emte von blologi- 
schen Objekten einschlieRllch lebender Zellen In den Auffangbehaiter unter reinen Bedin- 
gungen, d.h. unter sterilen Bedingungen, in einem geschlossenen Behalten Dabel Ist die 
30 Haltevonlchtung derart ausgestaltet, dass durch den nicht sterilen Halteabschnitt 1 der 
sterile Aufnahmeabschnitt 4 im Inneren des jeweiligen BehSlters derart gehalten wird, 
• dass die Halterung fesl genug erfolgt, so dass wahrend eines Transportes des Behalters 
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mit der Haltervorrichtung ein sicherer Transport gewShrlelstet ist. DarOber hinaus ist die 
Haltevorrichtung derart ausgestaltet, dass durch Drehen oder Bewegen des Halteab- 
. schnitts 1 von auHen der in dem Belialter befindllche Aufnahmeabschnitt 4 mit dem Auf- 
fangbehalter bzw. den AuffangbehSltern bewegt warden kann, urn einen hohen Flachen- 
5 anted des Bodens des Beh3lters bei einem nachfolgenden Laser- 
Mikrodissektionsprpzess, beispielsweise zur Zellernte; abdecken zu konnen. Die Kraft- 
Ubertragung vom unsterilen Haiteabsclinitt 1 auf den sterilen Aufnahmeabschnitt 3 der 
Haltevorrichtung erfolgt beruhrungslos, d.h. kontaktfrei, vorzugsweise mit Hilfe der in Fig. 
1 und Fig. 2 gezeigten IViagnete 3, 7, wobei selbstverstandlich eine ausreichende IHaite- 
10 rung auch bereits durch die Ven/vendung von jeweils einem Magneten in dem l-iaiteab- 
schnitt 1 und dem Aufnahmeabschnitt 4 gewahrteistet sein kann. Schiielilich ist die Halte- 
von-ichtung auch derart ausgestaltet, dass der im Behalter mit dem bioiogischen IVIateriat 
befindliche Aufnahmeabschnitt 4 biblogisch vertrSgiich ist bzw. biologisch vertraglich her- 
gericlitet werden kann, z.B. durch Sterijisation, Autoklavieren oder derartige Prozesse* Ein 
15 geeignetes und biologisch vertrSgliches Material fUr den Aufnahmeabschnitt 4 (und den 
Halteabschnitt 1) Ist beisplelswelse Polyfjuortetraethylen (PFTE). Das. Jewells gewSihIte 
Material und die Magnate 7 sind vorzugsweise zu versiegelh. 

Die Haltevorrichtung kann vorzugsweise auch derart ausgestaltet sein, dass (nicht gezeig- 
te) Beleuchtungsmittel integriert sind oder dass eine mSglichst gute Beleuchtung der Pro- 
• 20 be durch die Beleuchtung des entsprechenden Laser-Mikrodissektionssystems moglich 
Ist. Dies ist bei dem dargestellten AusfOhrungsbeispiel insbesondere durch die sowohl im 

• Halteabschnitt 1 als auch Im- Aufnahmeabschnitt 4 ausgebildete Einbuchtung fur den 
Strahlengang, durch die zumindest zu elner Seite hin offene Fonm der Haltevorrichtung 
und die Tatsache, dass das Durchgangsloch 8 nicht verdeckt und auch von oben und von 
25' der Seite gut einsehbar und zuganglich ist, erzielt. 

Fig. 3 zelgt die Venvendung der zuvor beschriebenen Haltevorrichtung mit einem ge- 
schlossenen Behalter in Form einer Petrischale, welche eInen im Wesentlichen zytlnder- 
formlgen iichtdurchlassigen Grundkorper 10 und eine ebenfalis. lichtdurchlassige kreisrun- 
de Abdeckung 11 umfasst. Die Oberseite des Grundk6rpers. 10 ist offen, wahrend die.Un- 
30. terseite von einer ersten Membran 13 abgedeckt ist. Diese Membran 13 kann belspiels- 
weise ebenfalis aus Polyfluortetraethylen (Handelsname Teflon®) bestehen und eine Di- 
eke von ca. 20-25 pm aufweisen. Die Membran 13 ist an der Unterseite des Grundkorpers 
10 mit Hilfe eines umlaufenden kreisformigen Rings 12 zwischen dem Ring 12 und dem 
Grundkorper 10 eingespannt und planar.* Unmitteibar auf dieser Membran 13, welche la- 
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seVlichtdurchlassig. ist. Isl eine weitere Membran 14 angeordnet, die derart ausgestaltet 
1st, dass sie mittels Laserstrahlung geschnitten werden kann bzw. biologische Objekte von 
ihr mit Hilfe des zuvor beschriebenen Laser-Mikrodissektionsvorgangs wegkatapultiert 
werden konnen. Die Membran 14 ist demzufolge laserllclitabsorbierend ausgestaltet. Die 
laserlichtabsorbierende iVlembran 14 und die laseriiclitdurclilassige IVIembran 13 sind bei- 
de zwischen dem Ring 12 und dem Grundkorper 10 der Petrischale derart eingespannt. 
dass sich eine planare Oberflache ergibt Die beiden iVlembrane 13 und 14 konnen gege- 
benenfalls aneinander gekiebt sein Oder aneinander haften. 

Auf der laseriichtabsorbierenden Membran 14 ist ein zu bearbeitendes biologisches Mate- 
rial 15 aufgetragen. Die Ausgestaltung der Petrischale gemSR Fig. 3 ist insbesondere 
deslialb vorteilhaft, da in der Petrischale Zellkulturen gezuclitet werden kSnnen. welche 
ansciiiiedend unmittelbar einer Userbestrahlung zum Separieren einzelner biologlscher 
Objekte aus dem biologischen Material 15 unterzogen werden konnen. ohne die Zellkultu- 
ren aus der Petrischale entnehmen und auf einem .herkommlichen Objektlrager aufbrln- 
gen zu mQssen. 

In Fig. 3 ist als Aufnahme- bzw. Auffengbeh§lter 9 eine Kappe eines Mikrozentrifugen- 
r6hrchens dargestellt. welche von dem Aufnahmeabschnitt 4 der zuvor beschriebenen 
Haltevon-ichtung in der Petrischale gehalten wird. Zum Anordnen dieser Kappe 9 in der 
Petrischale muss zunichst die Kappe an einem sterilen Arbeitsplatz in den sterilen Auf- 
nahmeabschnitt 4 eingesetzt werden. Anschlieliend wird die Abdeckung 1 1 der Petrischa- 
le auf den Aufnahmeabschnitt 4 mit der davon gehaitenen Kappe 9 angeordnet. Gegenu- 
beriiegend oder in der NShe zu dem Aufnahmeabschnitt 4 wird dann auf die Abdeckung 
11 der Halte&bschnitt t derart platziert. dass die Magneten 3 und 7 des Halteabschnitts 1 
bzw. des Aufnahmeabschnitts 4 eine magnetische Koppiung bewerkstelligen konnen. 
■ Anschliedend wird die somit gebildete Anordnung auf den Grundkorper 10 der Petrischale 
derart gesetzt. dass der Aufnahmeabschnitt 4 mit der davon gehaitenen Kappe 9 im inne- 
ren der Petrischale angeordnet ist. wahrend der Halteabschnitt 1 auf der Abdeckung 11 
extern von der Petrischale angeordnet ist. Die somit vorbereitete Petrischale kann mit der 
Haltevorrichtung anschliellend zu einem Laser-Mikrodissektionssystem, beispielsweise 
einem Laser-Mikrodissektionssystem der in Fig. 4 gezeigten Art, transportiert oder getra- 
gen werden. um das im Inneren der Petrischale befindliche biologische Material einem 
Laser-Mikrodissektionsprozess zu unterziehen. 
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Dabei ist die Petrischale mit dem darin beflndlichen biologischen Material oberhalb des 
• U^erstrahls des Laser-Mikrodissektionssystems derail zu posltlonieren. dass der Laser- 
strahl von unten auf.die Petrischale trifft und die laseriichtdurchlassige iVlembran 13, wel- 
che als Boden bzw. Stutze fiir die wesentlich dunnere laserlichtabsorbierende Membran 
5 14 dient. durchwanderL MIt Hllfe einer Relativbewegung zwischen der Petrischale und 
dem Laserstrahl kann die -iaseriichtabsorbierende iVIembran 14 mit dem darauf beflndli- 
chen biologischen Material geschnitten werden, urn einzelne zuvor selektierte biologische 
Objekte aus- dem umgebenden biologischen Material herauszuschneiden. Wurden auf 
diese Welse die gewiinschten biologischen Objekte separiert. kann mit Hilfe eines einzel- 
10 nen Laserschusses oder einzelner LaserschOsse das jeweils gewunschte biologische 
Objekt mit dem entsprechenden herausgeschnittenen Membrananteil der laseriichtabsor- 
bierBoden Membran 14 nach oben in die Kappe 9 katapultiert werden. wobei das jeweilige 
biologische Objekt an der Unterseite der Kappe 9 haften bleibt. 

Wie bereits emahnX worden ist. ist die Iaseriichtabsorbierende Membran 14 wesentlich 
15 diipner als die als Stutze dienende laseriichtdurchlassige Mertibran 13 und kann bel- 
spielsweise aus Polyester mit einer Dicke von 0.9 pm - 1 wm oder Polyethylen-Naphthalln 
mit einer Dicke von ca. 1 .35 \im bestehen. EIne Polyethylen-Naphthalin-Membran Ist bei- 
spielsweise zur Lasertjehandlung von Zellgewebe vortellhaft, -da sle sich mit relativ gerin- 
ger Laserenergie sehr gut schneiden ISsst. Dagegen ist eine Polyester-Membran von Vor- 
20 tell, wenn eng beieinander liegende biologische Objekte. wie beispielsweise Chromoso- 
men oder Filamente. aus dem umgebenden biologischen Material 15 herausgelSst wer- 
den sollen. da hierfQr fQr eIne Probengewinnung hSuflg zunichst eine selektive Ablation 
des umliegenden biologischen Materials erforderiich ist. was bel Anwendung einer 
Polyester-Membran ohne Zerstorung der Membran moglich Ist, 

25 Die Haltevorrichtung Ist vorzugsweise derart ausgestaltet. dass die Probe, d.h. das biolo- 
gische Material 15. bei Einsatz-in einem User-Mikrodissektionssystem moglichst gut be- 
leuchtet wird bzw. eIne moglichst gute Beleuchtung der Probe gewahrieistet bleibt. Dies 
ist bei dem In der Zelchnung dargestellten Ausfuhrungsbeispiel durch die spezlelle Form 
. des Aufnahmeabschnltts 4 und des Halteabschnitts 1 sichergestelit. Dies kann auch durch 

30 Venwendung eines lichtdurdhlassigen Materials fur den Halteabschnitt 1 und den Aufnah- 
meabschnitt 4 untersttitzt werden. 

Selbstverstandlich ist die zuvor beschriebene Haltevorrichtung nicht auf das Halten einer 
Kappe 9 als Auffangbehalter und auch nlcht auf das Halten lediglich eines Auffangbehal- 
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ters beschrankt. Die Haltevorrichtung kann ohne Weiteres auch derart konstruiert werden, 
dass mehrere Aufnahme- bzw. Auffangbehalter gehalten werden konnen. Daruber hinaus 
ist die Haltevorrichtung auch nicht auf den Einsatz In Petrischalen beschrankt, sondem sie 
kann generell zusammen mit geschlossenen Behaltem ven^^endet werden, in denen ein 
Oder mehrere Trager mit biologischen Materialien angeordnet sind. 

Bn wesentlicher Vortell der vorliegenden Erfindung besteht darin, dass eine Laser- 
Mikrodlssektion des in dem geschlossenen Behalter befindlichen biologischen Materials 
vollstandig unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt werden kann, ohne dass hierzu der 
Behaiter geSffnet werden muss. Mit Hilfe der Erfindung ist der Transport des Behalters 
zusammen mit der Haltevorrichtung und dem davon In dem Behalter gehaltenen Aufnah- 
me- Oder Auffangbehalter aus einer entsprechenden Umgebung oder einem entspre- 
chenden Arbeitsplatz, beispielsweise einer sterilen biochemischen Werkbank, zu einem 
davon entfernt stehenden Laser-Mikrodissektionssystem mSglich, wobei wahrend des 
Transports der Behalter geschlossen blelben kann. 

Zudem kann mit Hilfe der voriiegenden Erfindung ein Behalter auch zum Bearbeiten mit 
infektiosem biologischem Material, beispielsweise mit Viren etc.. verwendet werden. Hier- 
zu konnen membranbespannte Behalter erstellt werden, in denen ein oder mehrere Ob- 
jekttrager aufgenommen werden konnen. DarOber befindet sich eine Abdeckung bzw. ein 
Deckel, wobei mit Hilfe der erfindungsgemaRen Haltevorrichtung ein oder mehrere Auf- 
fangbehalter uber den Laserstrahl des entsprechenden Laser-Mikrodissektionssystems 
bewegt werden konnen, ohne den Behalter fur die Laser-Mlkrodissektion offnen zu mus- 
sen. Die BestCickung des Behalters mit den Objekttragem oder deren Entnahme aus dem 
Behalter wird dann vorzugsweise an einer Sicherheitswerkbank durchgefuhrt, wobei wah- 
rend des Arbeitens an dem Laser-Mikrodissektionssystem oder wahrend eines Arbeitens 
an einem Mikroskop ein zusatzliches Versiegeln des Behalters beispielsweise mit einem 
Klebestreifen etc. empfehlenswert sein kann. 

AbschlieRend sei darauf hingewiesen, dass eine Komblnation der zuvor beschriebenen 
Haltevorrichtung mit einem computergesteuerten Laser-Mikrodissektionssystem auch 
derart moglich seIn kann, dass der Halteabschnitt 1 der Haltevorrichtung bzw. der daran 
angebrachte Arm 2 von dem Laser-Mikrodissektionssystem computergesteuert automa- 
tisch positioniert wird, urn beispielsweise rechnergestOtzt selektlerte biologische Objekte 
des in dem Behalter befindlichen biologischen Materials 15 nacheinander in ebenfalls 
zuvor selektlerte Auffangbehalter 9, welche von der Haltevorrichtung in dem Behalter 
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gehalten werden, zu befordem. Hierzu kann beispielsweise eine entsprechende Kopplung 
zwischen dem Arm 2 des Halteabschnitts 1 und dem in Fig, 4 gezeigten Manipulator 29 
des entsprechenden Laser-Mikrodissektionssystems vorgesehen sein, so dass die zuvor 
selektierten AufTangbehalter 9 nacheinander uber die gewunschten biologischen Objekte 
des biologischen Materials 15 bewegt werden konnen. Andererseits erfolgt die zur Laser- 
Mikrodissektion erforderliche Relatlvbewegung zwisclien dem bioiogischen i\^aterial 15 
und dem Laserstrahl der Laservorrichtung, 20 Qber den Tragertisch 28 des Laser- 
Mikrodissektionssystems, so das nacheinander die gewQnschten biologischen Objekte 
des biologischen Materials 15 Qber den Laserstrahl der Laservorrichtung 22 bewegt wer- 
den. 

Die erfindungsgemaUe Haltevorrichtung eignet sich nicht nur zur Laser-Mikrodlssektion, 
sondem allgemein zum Halten eines Aufnahmemittels fur ein biologisches pbjekt In ei- 
nem Behalter, um beispielsweise mit Hllfe eines Mikroskopsystems das In dem jeweiligen 
Aufnahmemittel befindliche biologische Objekt zu beobachten, zu untersuchen oder zu 
bearbeiten oder dergleichen. 
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patentansprOche 

Haltevorrichtung zum Halten mindestens eines zum Aufnehmen eines biologi- 
schen Objekts vorgesehenen Aufnahmemittels (9) in einem Behalter (10, 11), 
mit einem extern von dem Behalter (10, 1*1) anzuordnenden Halteabschnitl (1). 
und 

mit einem in dem Behalter (1 0, 1 1 ) anzuordnenden Aufnahmeabschnitt (4), wel- 
cher zum Halten des mindestens einen Aufnahmemittels (9) ausgestaltet ist, 
wobei der Halteabschnitt (1) und der Aufnahmeabschnitt (4) beruhrungslos derart 
gekoppelt sind. dass uber den Halteabschnitt (1 ) der Aufnahmeabschnitt (4) in 
dem BehSlter (10,11) positionierbar IsL 

Haltevonichtung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dasis der Aufnahmeabschnitt (4) zum Halten des mindestens einen als Auffangbe- 
hSIter zum Auffangen eines mittels Laser-Mikrodissektion aus einem in dem Be- 
halter (10, 1 1) anzuordnenden blologischen Material (15) gewonnenen biologi- 
schen Objekts ausgestalteten Aufnahmemittels (9) ausgestaltet Ist. 

Haltevorrichtung hach Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Haltevorrichtung mit dem Halteabschnitt (1) und dem Aufnahmeabschnitt 
(4) zur DurchfOhrung von Laser-Mlkrodissektidn in dem geschlossenen. Behalter 
(10, 1 1) bezuglich eines in dem geschlossenen Behalter (10, 1 1 ) anzuordnenden 
biologischen Materials (15) ausgestaltet ist. 

Haltevorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Aufnahmeabschnitt (4) zum Halten mindestens eines kappenartigen Auf- 
nahmemittels (9) zum Aufnehmen eines biologischen Objekts In dem Behalter (10, 
11) ausgestaltet ist. 

Haltevorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, 
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dass der Aufnahmeabschnitt (4) zum Halten mehrerer Aufnahmemlttel (9) in dem 
Behalter (10,11) ausgestaltet ist. 

6. Haltevorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruchei, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der in dem Behalter (10, 11) anzuordnende- Aufnahmeabschnitt (4) aus ei- 
nem Material gefertigt ist» welches die biologischen Eigenschaften eines von dem 
mindestens einen Aufnahmemlttel (9), welches von dem Aufnahmeabschnitt (4) In 
dem Behalter (10, 11)gehalten wlrd, aufgenommenen biologischen Objekts nicht 
beelntrSchtigt. • 

7. Haltevonrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Halteabschnitt (1) und der Aufnahmeabschnitt (4) aus einem Kunststoff- 
material gefertigt sind. 

8. Haltevorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Aufnahmeabschnitt (4) aus Polyfluortetraethylen gefertigt ist. 

9. Haltevonrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Halteabschnitt (1 ) aus Polyfluortetraethylen gefectigt ist 

10. Haltevorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Halteabschnitt (1 ) mit dem Aufnahmeabschnitt (4) berQhrungslos durch 
elne Magnetkopplung (3, 7) gekoppelt ist. 

1 1 . Haltevorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet. 

dass die Haltevorrichtung derart ausgestaltet ist, dass sie eine gute Beleuchtung 
eines in dem Behalter (10, 11) befindlichen biologischen Materials (15) und/oder 
eine gute Beleuchtung des in dem Aufnahmemlttel (9) aufgenommenen biologi- 
schen Objekts ermoglicht. 



m 
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12. Kombination aus einem Behalter (10, 11) und einer Haltevorrichtung nach einem 
der vorhergehenden Anspruche zum Halten mindestens eines zum Aufnehmen ei- 
nes biologischen Objekts in dem Behalter (10, 11) vorgesehenen Aufnahmemittels 
(9) in dem Behalter (10* 11). 

1 3. Kombination nach Anspruch 1 2, 
dadurch gekennzeichnet, . 

dass der BehSlter die Form eIner Petrischale besltzt. 

14. • Kombination nach Anspmch 12 oder 13, 

dadurch gekennzeichnet, . 

dass der Behalter einen Grundkorper (10) mit einer Bodenflache fur ein biologi- 
sches Material (15) und einer Abdeckung (11) zum Abdecken und Verschlieden 
des Grundkorpers (1 0) umfasst 



15. Kombination nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 
15 dass die Bodenflache des Grundkorpers (10) sine erste Membran (13), weiche la- 

serllchtdurchlassig ist, und eine auf der ersten Membran (13) angeordnete zwelte 
Membran (14), weiche laserllchtdurchlassig Ist, umfasst 



16. Laser-Mikrodissektlonssystem (20) mit einer Haltevorrichtung nach einem der An- 
sprOche 1-12. 

17. Laser-Mikrodissektionssystem nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Laser-Mikrodissektionssystem (20) zum rechnergestutzten Positlonieren 
des Aufnahmeabschnitts (4) in dem Behalter (10. 11) durch rechnergestutztes 
Verstellen des Halteabschnitts (1) der Haltevorrichtung ausgestaltet ist 

25 18. Verfahren zum Halten mindestens eines Aufnahmemittels (9), welches zum Auf- 
nehmen eines biologischen Objekts vorgesehen Ist, in einem BehSIter (10, 11), 
umfassend die Schritte 

a) Anordnen eines Aufnahmeabschnitts (4), welcher zum Halten des mindestens 
einen Aufnahmemittels (9) ausgestaltet ist, in dem Behalter (10, 11), 
30 b) Anordnen eines Halteabschnitts (1) extern von dem BehSlter (10, 1 1 ), und 

c) Positlonieren des Aufnahmeabschnitts (4) In dem Behalter (1 0, 1 1 ) durch Be- 
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wegen des Halteabschnitts (1) mit Hilfe einer beruhrungslosen Kopplung zwischen 
dem Halteabschnitt (1) und dem Aufnahmeabschnitt (4). 

1 9- Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass im Schritt b) der Halteabschnitt (1) extern von dem Behalter (10, 11) in der 
Nahe des in dem Belialter (10, 11) befindllchen Aufnahmeabschnitts (4) angeord- 
netwird. 

20. Verfahren nach Anspruch 1 8 Oder 19, 
dadurch gei<enn2eichnet, 

dass im Schritt a) der Aufnahmeabschnitt (4) auf einer Innenseite einer Abdeckung 
(11) des Behalters angeordnet wird, und 
dass im Schritt b) der Halteabschnitt (1 ) auf einer AuBenselte der Abdeckung (11) 
angeordnet wird. , 

21. Verfahren nach Anspruch 20, 
15 dadurch gekennzeichnet, 

dass nach dem Anordnen des Aufnahmeabschnitts (4) auf der Innenseite der Ab- 
deckung (1 1) und des Halteabschnitts (1) auf der Auftenseite der Abdeckung (11) 
die Anordnung aus dem Halteabschnitt (1 ), der Abdeckung (11) und dem Aufnah- 
meabschnitt (4) derart mit einem Grundkorper (10) des Behalters kombiniert wird, 
20 dass die Abdeckung (1 1 ) den GrundkSrper (10) abdeckt und der Aufriahmeab- 

schnitt (4) an der Innenseite der Abdeckung (1 1) Im Inneren des durch den Grund- 
kdrper (10) und die Abdeckung (11) gebildeten Behalters angeordnet ist. 

22. Verfahren nach einem der Ansprtiche 18-21, 
dadurch gekennzeichnet, 

25 dass vor Durchfuhrung des Schritts a) der Aufnahmeabschnitt (4) sterilisiert wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 18-22, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Halteabschnitt (1 ) und der Aufnahmeabschnitt (4) efne Haltevonlchtung 
. nach einem der Anspruche 1 -1 Vbilden. 

30 24, Verfahren zur Laser-Mikrodissektion in einem Behalter (10,11), 
dadurch gekennzeichnet, 
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dass mindestens ein Aufnahmemittel (9) zum Aufnehmen eines mittels Laser- 
Mikrodissektion aus einem in dem Behalter(10, 11) befindlichen bioiogischen Ma- 
terial (5) herausgelosten bioiogischen Objekts mit Hilfe eines Verfahrens nach ei- 
nem der Ansprijche 18-23 in dem Behalter (10, 11) gehalten wird, und 
dass durch Laser-Mikrodissektion aus dem in dem Bel-ialter(10, 11) befindlichen 
bioiogischen Material (15) das mindestens eine biologische Objekt herausgelost 
und von dem mindestens einem in dem Behalter (10, 1 1 ) gehaltenen Aufnahme- 
mittel (9) aufgenommen wird. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Verfahren rechnergestiitzt durchgefQhrt wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass 2ur Durchfuhrung des Verfahrens eine Haltevorrichtung gemaR einem der 
Anspruche 1-11 zum Halten des mindestens einen Aufnahmemittels (9) in dem 
Behalter (1 0, 1 1 ) venA/endet wird. * 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 24-26, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass zur Durchfuhrung der Laser-Mikrodissektion eine Komblnation aus dem ge- 
schlossenen Behalter (10, 11) und einer Haltevorrichtung (1, 4) nach einem der 
AnsprOche 12-17 verwendet wird , . 
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ZUSAMMENFASSUNG 

• 

Zur ErmSglichung einer beriihrungslosen Laser-Mikrodissektion in einem geschlossenen 
Behaiter (10, 11), beispielsweise in Fonti einer Petriscliale, wird erfindungsgemad vorge- 
schlagen, eine Haltevonichtung zu verwenden, welche einen In dem Behalter (10, 11) 
anzuordnenden Aufnafimeabschnltt (4) und einen extern von dem Behalter (10, 1 1) anzu- 
ordnenden Halteabschnitt (1) umfasst Der AufliahmeajDsclinitt (4) dient zur Aufnalime 
mindestens elnes Aufnahmemittels (9), welclies wiederum zum Aufnelimen oder Auffan- 
gen .mindestens eines.durcii Laser-Mikrodissektlon ^us einem in dem Behalter (10, 11) 
befindlichen biologischen IVIaterial (15) gewonnenen biologischen Objekts dient. Der Hal- 
teabschnitt (1). ist mit dem Aufnahmeabschnitt (4) beriihrungslos, beispielsweise mittels 
l\/Iagnetkopplung, derart gekoppelt, dass durch Bewegen des Halteabschnltts (1) der Auf- 
nahmeabschnitt (4) in dem geschlossenen Behalter (10, 11) mit dem davon gehaltenen 
Aufnahmemittel (9) exakt uber das Jewells aufzunehmende biologische Objekt positioniert 
werden kann. 



(Fig. 3) 
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